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血管免疫芽球性リンパ腫（Angioimmunoblastic T-cell lymphoma; AITL）は悪性リンパ腫の一種で
ある。AITL は腫瘍細胞比率が低いことなどから、病理診断が困難な症例がしばしば存在した。AITL
疾患特異的な遺伝子異常、G17V RHOA変異が報告されている。これは、AITLおよび末梢性 T細胞性




1) AITLおよび PTCL-NOS患者リンパ節由来 108例、骨髄系腫瘍、他の T細胞性腫瘍、B細胞性リン
パ腫 180例のゲノム DNAを抽出した（合計 288例）。 
2) G17V RHOA変異部位をForward primerの 3’端となるようにmutation-specific primerを作成した。
Wild-type primerは変異のない配列に沿って設計した。Reverse primerは共通とし、73bpの産物が出
来るよう設計した。 
3) RHOA遺伝子を pBluescriptへとサブクローニングし、mutantとWild-typeのそれぞれの cDNAを
含んだ plasmidを得た(mut/pBS RHOA, wt/pBSRHOA)。 
4) 本解析系の感度は、mut/pBSRHOAおよび wt/pBSRHOAを混合し、人為的に 100%, 10%, 1%, 0.1%. 
0.01%の濃度のサンプルを作成し、realtime PCRにより評価した。 
5) 1)由来で得られたゲノム DNA をテンプレートとし、4)と同様それぞれ mutant primer および
wild-type primerで realtime PCRを行った（それぞれの値を[mut], [wt]とする）。 [mut]/([wt]+[mut]) 
valueを計算し、カットオフ値は ROC 曲線を利用し 0.015に設定した。 
6) 次世代シーケンサーMiSeqと比較した。 
（結果） 
mut/pBSRHOAおよび wt/pBSRHOAを混合した plasmidにおける感度は、0.1%まで検出できた。 
[mut]/([wt]+[mut])は、7.9×10P-5 P～1.8×10P-1 Pの間で分布していた。カットオフ値を 0.015と設定したと
き、AITLおよび PTCL-NOS以外の骨髄系腫瘍、T細胞性腫瘍、B細胞性リンパ腫はすべてカットオフ
値以下を示し。次に、AITL および PTCL-NOS 由来のゲノムについて値を比較したところ、ホルマリ
ン固定（FFPE）由来のサンプルでは有意に偽陰性率が高く、FFPE由来ゲノムを除いた 95サンプルで
解析した。95サンプルにおいては、MiSeqを基準とすると、感度 94.7%、特異度 96.5%であった。95
サンプル中 4 サンプルで MiSeq との乖離が見られた。リンパ腫生検サンプルにおいて、大半が FFPE
由来であるため、nested-PCR の理論を応用し、下記のような解析系を追加で設計した。１）FFPE 由
来ゲノムをテンプレートとして、AmpliTaq Gold 360および新規に設計した mutation specific primerより
も外側の primer対を用いて、予め PCRで増幅産物を作製。２）この産物の濃度を Qubit fluormeterで
測定し、1.0×10P-2Pngとなるよう調整。３）これらの産物を上記解析系と同様に、[mut]/([wt]+[mut])を

















平成 27 年 1 月 5 日、学位論文審査委員会において、審査委員全員出席のもと論文について説明を求
め、関連事項について質疑応答を行い、最終試験を行った。その結果、審査委員全員が合格と判定した。 
よって、著者は博士（医学）の学位を受けるのに十分な資格を有するものと認める。 
